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雄 Sprague-Dawley ラット (7～10 週齢、体重 250-350g)の心筋細胞を、コラゲナーゼを用
いて単離し、続いてサポニン溶液 (0.05 mg/ml)により化学的に細胞膜除去処理をした。室温
で細胞内溶液 (組成：50 KCl、80 K-asparate、4 Na-pyruvate、20 HEPES、3 MgCl2-6H2O、2 Na2ATP、
3 EGTA；単位 mM、〔Ca2+〕=177 nM)で持続灌流した。ミトコンドリアの機能として、ミト
コンドリア膜電位(ΔΨm)の測定には tetramethylrhodamine ethyl ester (TMRE: 10 nM)を、mPTP
開口の評価には calcein (1 μM)を用い、NO のドナーである spermine NONOate (NONOate: 
0.5-500 μM)を投与時の蛍光強度の変化を、共焦点レーザー顕微鏡を用いて観察した。 
〔結果〕 
（1）高濃度の NONOate (500 μM)の投与により、ΔΨm は脱分極した。この反応は NO の
scavengerである carboxy-PTIOの投与、または mPTPの阻害薬である cyclosporine Aにより
抑制された。このことから、NOによる mPTPの開口により ΔΨmが脱分極したと考えられ
た。また、低濃度 (0.5-50 μM)の NOは ΔΨmに影響を与えなかった。 
（2）高濃度の NONOateの投与により、calceinの蛍光強度が低下したことより、mPTPの
開口が示唆された。この反応は carboxy-PTIOや cyclosporine Aにより抑制された。また、低
濃度の NONOateの投与では、calceinの蛍光強度は変化しなかった。 
（3）低濃度 NO による mPTP の保護効果を検討した。mPTP の開口薬である atractyloside
の投与により mPTP は開口して、ΔΨm は脱分極したが、低濃度 NONOate の投与により、





より、高濃度の NOによる mPTP開口には ONOO-の産生が関与することが示唆された。 
（5）NOはチオール基を酸化することにより機能を変化させる。チオール基をアルキル化
する N-ethylmaleimide (NEM)を同時投与すると、高濃度 NOおよび低濃度 NOによる mPTP
への効果は共に抑制された。これにより NOの mPTPに対する効果は、チオール基を介する
ことが示唆された。 
（6）NO はチオール基を酸化して、ジスルフィド結合 (SS 結合) を起こす。SS 結合を還
元する dithiothreitol (DTT)を同時投与すると、高濃度 NOによる mPTP開口を部分的に抑制
したが、低濃度 NO による mPTP 開口抑制効果は変化しなかった。このことより、高濃度
NOによる mPTP開口効果には、ジスルフィド結合が関与することが示唆された。 
（7）NOはチオール基をニトロシル化する。ニトロシル化を還元するアスコルビン酸を同











度および低濃度の NOによる mPTPへの効果は、いずれも NEMの投与により抑制され、チ
オール基が関与していた。NO によるチオール基の可逆的な修飾として、SS 結合生成とニ
トロシル化がある。高濃度 NOによる mPTP開口は、Mn-TBAP、DTTの投与により抑制さ





















濃度 (0.5-50 μM)では、mPTPは開口せず、ΔΨmは脱分極しなかった。また、低濃度 NOに
よる mPTP の保護効果を検討したところ、それは atractyloside による mPTP の開口と ΔΨm
の脱分極をいずれも抑制した。NOによる mPTPの開口に対する作用のメカニズムを検討し
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